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F 下 肉 和 仔鸡 盲肠 内 容 物 凑 瞪 素 产量 及 菌 群 组 成 的 影响 
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摘 


all 


要 : 本 试验 由 在 研究 大 豆 低 聚 糖 〈SBO) RIT HEAL 06H STAR PALES Bl PLE RR 
产量 及 盲肠 菌 群 组 成 的 影响 。 试 验 采 用 单 因素 完全 随机 设计 ， 以 42 日 龄 肉 仔 鸡 盲肠 内 容 物 为 菌 源 ， 


将 厌 氧 培养 液 分 装 于 无 兰 培 养 瓶 中 ， 分 成 5 个 组 ， 每 组 3 个 重复 。 对 照 组 添加 250 pmol/L 的 工 - 色 氨 


BR, ERE (SUC)、 水 苏 糖 (STA)、 棉 子 糖 (RAF) 和 SBO 组 分 别 在 对 照 组 的 基础 上 添加 1% 的 SUC, 


STA, RAF 和 SBO。 另 外 , 每 组 均 设 1 个 不 加 元 - 色 氮 酸 、 但 其 他 成 分 都 相同 的 空白 对 照 . 利 用 ANKOM 


RFS 体外 产 气 系统 ，39 'C 厌 氧 培养 24h。 结 果 表 明 : 1) SUC. STA. SBO 组 24 发 酵 液 累积 产 气 


量 极 显 著 高 于 对 照 组 和 RAF 组 (P<0.01);SBO、SUC 和 STA 组 呵 哄 浓度 分 别 比 对 照 组 降低 了 98.15%、 


97.72% 和 94.17% (P<0.01)， 凑 自 素 浓度 分 别 比 对 照 组 降低 了 79.04%、71.88% 和 70.28% (P<0.05); 


SUC 组 乳酸 浓度 极 显 著 高 于 其 他 各 组 (P<0.01); WEH pH 极 显著 高 于 除 RAF 组 之 外 的 其 他 各 组 


(P<0.01). 2) 采用 PCR- 变 性 梯度 胶 凝 电泳 (DGGE) 技术 研究 了 发 酵 液 菌 群 组 成 的 差异 。SBO 组 


SBO, STA, RAF 组 菌 群 相似 性 高 于 对 照 组 ， 试验 组 有 


3 


菌 群 均匀 度 显著 低 于 对 照 组 (P<0.05 ); SUC、STA、RAF、SBO 组 菌 群 丰 富 度 显著 高 于 对 照 组 (P<0.05); 


条 特异 性 条 带 ， 相 似 菌 分 别 为 延长 布 劳 特 


Kila (Blautia producta)、 过 氏 副 拟 杆 菌 CParabacteroides distasonis)、 路 氏 乳 杆菌 《Lactobacillus 


reuteri)。 综 上 ， 在 本 试验 条 件 下 ,添加 1968 SUC. STA 和 SBO 显著 降低 了 肉 仔鸡 体外 盲肠 内 容 物 


培养 液 中 万 色 氢 酸 代谢 生成 吓 吹 和 装具 素 的 浓度 ， 提 高 


降低 状 具 素 效果 优 劣 依次 为 : SBO>SUC>STA。 


Au: FRR; 大 豆 低 聚 糖 ， 盲肠 菌 群 ， 体 外 发 酵 ， 肉 仔鸡 


中 图 分 类 号 :S831.5 文献 标识 码 ， A 


我 国 肉 鸡 业 发 展 


阔 群 丰富 度 ， 并 促进 了 特异 性 菌 的 增殖 。 


文章 编号 ; 


迅速 且 规 模 不 断 扩 大 ， 与 此 同时 ， 鸡 场 排 出 的 大 量 辩 便 所 产生 的 具 气 对 环境 的 
污染 也 不 断 加 剧 。 通 过 营养 学 技术 从 根源 上 减少 养 鸡 业 的 臭 气 污染 ， 越 来 越 引起 人 们 的 广泛 关注 四， 


对 促进 肉鸡 业 持续 、 健 康 发 展 和 探索 环境 友好 型 畜牧 业 具 有 重要 科学 意义 。 烘 具 素 是 微生物 降解 L- 
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色 氨 酸 (L-ptophan，L-Try〉 的 代谢 产物 ， 是 引起 猪 鸡 排 泄 物产 生 恶臭 的 主要 物质 之 一 中 。 研 究 表 


Bj, L-Try 的 可 利用 度 和 上 肠 道 微生物 的 组 成 和 活力 是 影响 动物 肠 道 类 自 素 浓度 的 主要 因素 外。 肉 仔 鸡 


计 肠 粪 臭 素 浓度 显著 高 于 回肠 和 直肠 ， 其 浓度 差异 主要 与 肠 道 菌 群 多 样 性 和 丰富 度 有 关口 。 大 豆 低 


Ria (SBO) 是 以 大 豆 及 其 加 工 副 产品 为 原料 生产 的 、 含 有 一 定量 的 水 苏 糖 (STA )、 棉 子 糖 (RAF) 


ARE HE (SUC) 等 低 聚 糖 的 产品 (GB/T 22491—2008). 一 般 75% 的 SBO F, 4 18% STA, 6% RAF, 


24% 


90%, 


SUC", Coon 等 四 报道 , 火 鸡 对 RAF 和 STA 的 回肠 消化 率 不 足 1%, 但 排泄 物 消化 率 高 达 84%~ 


生物 组 成 的 影响 ， 而 后 者 与 纤维 


进一步 说 明了 SBO 及 其 功能 组 分 主要 在 禽类 后 肠 道 被 微生物 利用 。Li 等 外 研究 了 不 同 纤维 源 


在 猪 直肠 菌 群 作用 下 对 L-Try 体外 代谢 的 影响 ， 结 果 表 明 体外 培养 体系 中 姜 具 素 的 产生 受到 直肠 微 


物质 的 来 源 密切 相关 。 盛 清 凯 等 外 研究 表明 ， 外 源 L-Try 是 猪 类 体外 


发 醇 液 中 色 氨 酸 和 凑 身 素 的 主要 影响 因素 。 本 课题 组 前 期 研究 表明 ， 饲 粮 添 加 SBO 显著 降低 了 42 


作用 


1 材料 与 方法 


1.1 


HE 


机 制 也 有 待 于 进一步 阐明 。 


由 


试验 材料 及 样品 采 细 


a 


但 何 种 单一 聚合 度 《〈 单 体 组 分 ) 的 SBO 在 其 中 起 主要 作用 还 不 完全 清楚 ， 其 


日 龄 肉 仔 鸡 排泄 物 叫 嗓 和 粪 臭 素 的 浓度 5 ， 显 著 降 低 了 在 肉 仔 鸡 盲肠 和 直肠 菌 群 作用 下 L-Try 代谢 
ERERKEN, 


试验 用 的 SBO, SUC. RAF. STA 均 为 市 售 商品 低 聚 糖 ， 由 河南 某 生 物 科 技 有 限 公 司 生 产 。 采 


酮 比 色 法 0 , 实测 SBO, SUC, RAF, STA 的 总 糖 含量 分 别 为 76.10%、64.53%、68.21% 和 88.07%。 


爱 拨 益 加 〈AA) 肉 仔鸡 饲养 至 42 日 龄 时 ， 选 取 30 只 健康 鸡 只 《 饲 喂 玉 米 - 豆 粕 型 无 抗生素 饲 粮 ， 


公 母 各 占 1/2)， 平 均 体重 为 2.75 kg; R, WARE, JAAM, MARIL, HF, RAFE 


备 好 的 自封 袋 中 ， 称 重 ( 每 只 鸡 约 6—7 g 盲肠 内 容 物 )， 迅 速 置 -80 'C 冰 箱 备用 。 


1.2 试验 设计 
采用 单 因素 完全 随机 试验 设计 ， 分 别 设 SUC. STA. RAF. SBO 和 对 照 组 ， 每 组 3 个 重复 。 对 
照 组 添加 250 umol/L 的 L-Try,，SUC、STA、RAF 和 SBO 组 分 别 在 对 照 组 的 基础 上 添加 3.10 g SUC. 


2.27 g STA, 2.93 g RAF. 2.68 g SBO (以 总 糖 合 量 计 为 1%)， 体 外 培养 液体 积 为 200 mL。 另 外 ， 考 


虑 到 


不 同 底 物 原料 蛋白 


2 


体外 培养 液 的 配制 及 发 酵 


含量 的 差异 ， 每 组 均 设 1 个 不 加 ZL-Try、 但 其 他 成 分 都 相同 的 空白 对 照 ， 其 


用 于 对 呵 哄 和 凑 自 素 浓度 进行 校正 。 
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参照 Yokoyama 等 上 的 方法 , 配制 基础 培养 液 。 调整 pH 至 5.7+0.3 ( 鸡 的 盲肠 内 容 物 pH 为 5.7); 


然后 ， 在 1 个 标准 大 气压 、121 CAE RE 15 min"4， 将 盲肠 内 容 物 从 -80 'C 冰 箱 取出 ， 置 超 闪 


工作 台 解 冻 ， 按 照 公 母 肉鸡 盲肠 内 容 物 样品 1:1 混合 后 ， 称 取 30g, RFT 3 LEARAER.. 


充分 搅拌 后 用 4 层 纱布 过 滤 以 除去 粗 微粒 物质 ， 并 将 滤液 分 装 到 ANKOM RFS Tere FSF 


198 mL, 操作 全 程 开通 CO» 以 保证 菌 群 的 活性 。 在 各 组 培养 液 中 添加 2 mL 5.1 mg/mL 的 L-Try CL-Try 


添加 终 浓度 为 250 nmol/L)， 试 验 组 再 分 别 添加 1% 的 SUC、STA、RAF 和 SBO， 空 白 对 照 组 添加 2 


mL 的 无 菌 蒸馏 水 , 充分 震荡 混 匀 。 将 培养 瓶 中 通 满 CO， 盖 上 产 气 系统 的 密封 盖 并 拧紧 , 放 入 39 C 


恒温 培养 箱 中 ， 大 氧 培养 24h。 用 带 盖 离心 管 留 取 部 分 发 酵 液 分 别 至 -20 CH-80 “CURSE HAA 


1.4 发 酵 液 产 气量 、 辩 具 素 浓度 和 发 酵 参 数 测定 


ai 


1.41 产 气 


ANKOM RFS 体外 产 气 系统 能 自动 检测 产 气 瓶 中 产生 的 气体 ， 并 且 记 录 气 压 信 息 。 根 据 公式 ， 


将 气压 信息 换算 成 产生 气体 的 体积 (mL)。 
Vx, = Vj x (Ppsi, — Ppsi,) x 0.068 1 


式 中 : Vx, Ay t Ch) 时 刻 产 生气 体 的 体积 GL); Vi 为 模块 瓶 内 液 面 上 部 空间 的 体积 (mL); Ppsi, 
Jj t Ch) 时 刻 样本 模块 瓶 GPM 软件 记录 的 累积 压力 (psi); Ppsio73 t Ch) 时 刻 空白 模块 瓶 GPM 软 


件 记 录 的 累积 压力 (psi)。1 psi=6.895 KPa. 


1.4.2 pH 


厌 氧 培养 结束 后 ， 用 校正 的 PHS-3C 型 pH 计 测 定 发 酵 液 的 pH。 
1.4.3  Hj| ERE LAR RE 


参照 文献 [11] 的 方法 ， 用 Agilen-1100 78 i CHAE EA KE AZ PEEL EP P | A AI SE AR PE e 


144 乙酸 、 丙 酸 、 丁 酸 和 乳酸 浓度 


参照 文献 [15] 的 方法 , 用 Agilent-7890B 气相 色谱 仪 测 定 发 酵 液 的 乙酸 、 丙 酸 、] 丁 酸 和 乳酸 浓度 。 


1.5 ”发酵 液 菌 群 结构 测定 


By 


1.5.1 基 


组 DNA 的 提取 


使 用 十 六 烷 基 三 甲 基 省 化 铵 (CTAB) 环境 微生物 DNA 提取 试剂 盒 ， 提 取 发 酵 液 中 总 细菌 基 医 


组 DNA， 并 用 DNA 纯化 试剂 盒 进行 纯化 ， 置 -20 ‘CREA. 


152 ”细菌 16S rDNA 片段 的 PCR 扩 增 


79 


80 


81 


82 


83 


84 


85 


86 


97 


98 


99 


100 


101 


102 


103 


104 


£L Adie HA 
C hl naX IVE oo FS) 


细菌 通用 引物 同文 献 [10]。PCR 扩 增 体系 C50 pL): rTaq ME (5 U/uL) 0.4 uL; 10xPCR buffer 5 


uL; dNTP (2.5 mmol/L) 3.2 uL; GC-338F (20 pmol/L) 1 uL; 518R (20 pmol/L) 1 uL; 模板 DNA 


50 ng; fh ddH2O 至 50 nbL。 反 应 条 件 : 94 C 5 min; 94 C 1 min, 55 C 45s, 72 C 1 min, 30 


个 循环 最终 72 °C HEH 10 min. 


1.5.3 ”变性 梯度 凝 胶 电 泳 DGGE) 分 析 


S 


7 


采用 Bio-Rad Dcode 系统 进行 DGGE 4) HT. KFA AE VERB LEA 35% ~55%, TK BE 73 TA EA s B 


胺 凝 胶 在 1xTAE.150 V.60 'C 下 电泳 5 h。 采 用 硝酸 银 染 色 并 用 凝 胶 成 像 系 统 拍 照 记录 。 采 用 Poly-Gel 


DNA 提取 试剂 合 COMEGAO 回收 目的 条 带 ， 并 进行 克隆 测序 。 测 定 序列 在 GenBank 数据 库 中 进行 


比 对 分 析 ， 寻 找 亲 缘 关 系 最 近 的 细菌 或 克隆 。 


1.5.4. PCR-DGGE 图 谱 分 析 


采用 Quantity one 软件 对 图 谱 条 带 数 目 、 密 度 进行 数字 化 分 析 ， 其 计算 公式 如 下 所 示 : 


H= S piln pi = S (Ni / N)In( Ni E 


i-l i-l 


H _ H 
Hmax InS, 


E= 


式 中 ,有 万、S 和 分 别 代表 多 样 性 指数 [香农 - 威 纳 指 数 (Shannon-Wiener index) ]、 丰 富 度 和 均 


SIE. pi 为 样品 中 单一 条 带 的 光 密 度 值 在 该 样品 所 有 条 带 光 密度 总 值 中 所 占 的 比率 ; N 7g DGGE 图 


谱 单 一 泳 道 上 条 带 的 丰 度 ;Ni 为 第 i 泳 道 条 带 的 丰 度 ; S 是 全 部 样品 中 所 有 条 带 数 目 总 和 ; Himax 为 


万 的 最 大 值 。 
不 同样 品 间 菌 群 差异 的 两 两 比较 ， 依 据 戴 斯 相似 系数 (Dice coefficient, Cs), HJ MEGA 4.1 软 


件 进 行 聚 类 分 析 。Cs 的 计算 公式 为 : 


2j 
Nx + Ny. 


Cs = 


APF, Nx 为 x 泳 道 样本 的 条 带 数 ，Ny 为 了 泳 道 样 本 的 条 带 数 ，/7 为 两 个 泳 道 共 有 的 条 带 数 。 


过 


L6 数据 统计 与 分 析 
数据 采用 IBM SPSS Statistics 22.0 软件 进行 单 因 素 方差 分 析 ，Duncan 氏 法 进行 多 重 比 较 。 粹 自 


素 浓度 、 发酵 参数 、 菌 群 结构 之 间 采 用 双 变 量 相关 分 析 。P<0.05 为 差异 显著 ,P<0.01 为 差异 极 显 著 。 


2 结果 与 分 析 
2.1 发 酵 液 累积 产 气量 


105 由 表 1 可 知 ， 发 酵 至 3 h， 各 组 发 酵 液 累积 产 气量 差异 显著 (P<0.05)， 之 后 各 阶段 各 组 累积 产 


差异 极 显 著 (P<0.01); 发 酵 至 6、9h 时 ，RAF 组 累积 产 气量 极 显 著 低 于 对 照 组 (P<0.01); 发 


t 


106 


A 
107 ” 酵 至 21h 之前， RAF 组 累积 产 气量 均 低 于 对 照 组 ， 但 差异 不 显著 CPA0.050; RMS 24h iY, SUC. 


108 STA, SBO 组 累积 产 气 量 极 显 著 高 于 对 照 组 和 RAF 组 (P<0.01)， 对 照 组 累积 产 气 量 最 低 。 各 阶段 


109 SUC, STA, SBO 组 之 间 累 积 产 气 量 差 异 不 显著 (P>0.05)。 由 图 1 可 直观 看 出 各 阶段 各 组 累积 产 气 


110 EAE TU. 


111 表 1 ”大豆 低 聚 糖 及 其 功能 组 分 在 肉 仔鸡 盲肠 菌 群 作用 下 对 发 酵 液 累积 产 气量 的 影响 
112 Table 1 Effects of soybean oligosaccharide and its functional components on cumulative gas pro- 
113 duction in fermentation broth by cecal microbiota of broilers mL 
5 发 酵 时 间 Incubation time/h 
o) 组 别 Groups 
( 3 6 9 12 15 18 21 24 
1 37.794 61.15+ 85.72+ 112.55+ 134.494 149.224 160.76-- 171.734 
© 蔗糖 SUC 
i 3.10® 4.77™ 6.18^° 11.08^* 12.90^* 13.49^* 11.7725 9.62^^ 
r^ 37.894 54.96 77.47 土 104.114 131.02+ 147.444 158.044 168.17 
m 水 苏 糖 STA 
1.22 1.2648 2.3ghB9b 6.57^* 6.88^* 6.01^* 5.96^* 7.71% 
\ 33.10+ 40.70+ 46.05+ 50.83+ 57.684 65.18 TTAT+ 96.88+ 
棉 子 糖 RAF 
1.31° 1.488 1.534 1.94 3.56% 5.26P^ 6.63P^ 7.66°° 
42.95+ 56.27+ 73.724 98.67+ 118.454 131.784 142.654- 152.604 
大 豆 低 聚 糖 SBO 
£ 2.64* 3.63" ],57^Bhc 6.02^P 11.97^* 13.1148 13.6344 13.334 
44.604- 55.854 63.454 68.65+ 72.73+ 76.25+ 78.78+ 82.30+ 
对 照 Control 
1.55* 1.55" 311" 1.978% 2.119 2.53% 1.97%" 1.55P^ 
标准 误 SEM 1.38 2.28 4.10 7.06 9.44 10.60 10.86 10.59 
P {Ë P-value 0.038 0.009 <0.001 0.001 0.001 <0.001 <0.001 <0.001 
114 同 列 数据 肩 标 相同 或 无 字母 表示 差异 不 显著 (P>0.05)，, 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P<0.05) , 


115 不同 大 写字 母 表示 差异 极 显 著 〈P<0.01) 。 下 表 同 。 
116 In the same column, values with the same or no letter superscripts mean no significant difference 
117 (P>0.05), and with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05), while with dif- 


118 ferent capital letter superscripts mean extremely significant difference (P<0.01). The same as below. 
119 
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图 1 ”大豆 低 聚 糖 及 其 功能 组 
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分 在 肉 仔鸡 盲肠 菌 群 作用 下 对 发 酵 液 累积 产 气 


气量 的 


影响 


Fig.l Effects of soybean oligosaccharide and its functional components on cumulative gas produc- 


22 BCRP. 


由 表 2 可 知 ，SBO、SUC 和 STA 组 发 酵 液 中 的 呵 


tion in fermentation broth by cecal microbiota of broilers 


PERAK REE RL 


EIK E 4) 3] LE XY HE 2H PEIRE 98.15%, 97.72% All 


94.17% (P<0.01) ， 但 SUC、STA 和 SBO 组 的 呀 吹 浓 度 差 异 不 显著 CP>0.05) ，RAF 组 的 呵 哄 浓度 与 


对 照 组 相 比 差 异 不 显著 (P>0.05) 。 


SBO, SUC. STAAIRAFZH A) 385 


各 组 发 酵 液 中 的 装具 素 浓度 显著 低 于 对 照 组 CP<0.05) ， 其 中 ， 


(P<0.05) ， 但 SBO、SUC、STA 和 RAF 组 的 


酸 浓 度 差 异 不 显著 (P>0.05) 。SUC 组 发 酵 液 


SBO 组 的 乳酸 浓度 与 对 照 组 相 比 差异 不 显著 (P>0.05) 。 


外 的 其 他 各 组 (P<0.01) 。 
聚 糖 及 其 功能 


K2 KE 


Zi E 


SER AR 


组 分 在 肉 仔 鸡 


浓度 差异 不 显著 
! 的 乳酸 浓度 极 显 著 高 于 
对 照 组 发 酵 液 


数 的 影响 


(P>0.05) 。 


素 浓度 分 别 比 对 照 组 降低 了 79.04%、71.88%、70.28% 和 62.42% 


各 组 发 酵 液 中 的 乙 


其 他 各 组 (P<0.01) , RAF, 


扩 的 pH 极 显 著 


高 于 除 


RAF 组 之 


S ELE alee FH. PO A, 36 RARER RMSE 


Table 2 Effects of soybean oligosaccharide and its functional components on indole, skatole con- 


centrations and fermentation parameters in fermentation broth by cecal microbiota of broilers 


组 别 Groups 


WEBS SUC 


Mg In- JER Skat- 
dole/(ng/mL) ole/(ng/mL) 
5.210.298? 8.05+0.73° 


乙酸 Acetic 


acid/(mmol/L) 


16.883 


-0.47 


乳酸 


Lactic 


acid/(mmol/L) 


17.513 


-1.00^* 


pH 


5.654 


-0 4gBCbe 
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137 


138 


139 


140 


141 


142 


143 


144 


145 


146 


147 


148 


149 


水 苏 糖 STA 13.33+1.20°° 

棉 子 糖 RAF 225.72+13.89^° 
大 豆 低 聚 糖 SBO 4.2240.70Bb 

对 照 Control 228.48221.95^* 
标准 误 SEM 29.09 

P (i P-values <0.001 


各 组 发 酵 液 中 丙 酸 和 了 丁 酸 均 未 检 出 
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8.51+0.81° 16.32+0.57 7.254:0.65P^ 5.33+0.068© 
10.76+1.96° 17.6243.09 4.25+0.333°° 6.53+0.1048# 
6.00::0.63^ 14.60+0.26 3.62+0.12 4.8940.42€ 
28.634:9.85* 10.27+0.73 4.30+0.733°° 7.4640.22^* 
2.79 0.88 1.50 0.27 
0.031 0.089 «0.001 0.001 


No propionate and butyrate were detected in fermentation broth in all groups. 


2.3 发 酵 液 菌 群 组 成 
2.3.1 菌 群 多 样 性 


由 图 2 AYA, 12. 20. 25. 26 号 条 带 在 各 组 中 均 存 在 。 有 部 分 条 带 只 在 某 个 组 中 存在 ， 有 部 分 
条 带 只 在 某 个 组 中 未 出 现 。 由 表 3 可 知 ， 各 组 发 酵 液 中 菌 群 多 样 性 指数 差异 不 显著 (P>0.053);， SBO 
组 发 酵 液 中 菌 群 均 匀 度 显著 低 于 对 照 组 (P<0.05) ; SUC, STA, RAF, SBO 组 发 酵 液 中 菌 群 丰富 


度 均 显著 高 于 对 照 组 (P<0.05) 。 


Tem 


ïa 


id. 


30 ae 


wee 


1-1, 1-2, 1-3 为 蔗糖 组 ; 2-1, 2-2, 2-3 为 水 苏 糖 组 ; 3-1，3-2，3-3 Jha THE; 4-1, 4-2, 4-3 


AK GRA; 5-1, 5-2, 5-3 为 对 照 组 。 图 3 同 。 


1-1, 1-2, 1-3 were SUC groups; 2-1, 2-2, 2-3 were STA groups; 3-1, 3-2, 3-3 were RAF groups; 4-1, 


4-2, 4-3 were SBO groups; 5-1, 5-2, 5-3 were control groups. The same as Fig.3. 


150 


151 


152 


153 


154 


158 


159 


160 


161 
162 


图 2 发 酵 液 菌 群 PCR-DGGE 指纹 图 谱 


Fig.2 PCR-DGGE fingerprints of microbiota in fermentation broth 


RI KAA AER LT ELA AS BD AR EP ATA Eta a Fe PES 


Table 3 Effects of soybean oligosaccharide and its functional components on the cecal microbiota diver- 


sity of broilers in vitro 


组 别 Groups 多 样 性 指数 Shan- 


均匀 度 Evenness ”丰富 度 Richness 
non-wiener index 


蔗糖 SUC 3.03+0.03 0.968+0.004”° 23.00+0.58° 
水 苏 糖 STA 3.07+0.05 0.966+0.002” 24.00+1.15* 
Hit SE RAF 3.13+0.04 0.968--0.008*^ 25.3340.67* 
KEARSE SBO 3.00+0.03 0.957+0.003° 23.00+0.58" 
对 照 Control 2.85+0.11 0.977+0.009* 18.6742.03^ 
标准 误 SEM 0.030 0.004 0.740 

P fË P-values 0.065 0.023 0.021 


2.3.2 ” 菌 群 相似 性 


由 图 3 可 知 ， 图 谱 条 带 被 明显 分 成 两 复 ， 两 篮 之 间 相 似 性 系数 为 0.49。 上 方 徐 为 2 个 对 照 组 样品 


和 1 个 RAF 组 样品 ， 相 似 性 系数 为 0.68， 而 2 个 对 照 组 样品 之 间 的 相似 性 系数 为 0.76。 下 方 复 中 ， 与 其 


他 样品 相似 性 系数 最 低 的 为 SUC 组 样品 1-2， 仅 为 0.51;， 而 对 照 组 样品 5-3 与 其 他 样品 的 相似 性 系数 为 


0.64， 明 显 低 于 其 他 3 组 ;相似 性 高 的 有 4 艇 ,分 别 为 SBO 组 样品 4-1 和 样品 4-3、STA 组 样品 2-2 和 样品 


2-3、RAF 组 样品 3-1 和 样品 3-3、SUC 组 样品 1-1 和 SBO 组 样品 4-2， 相 似 性 系数 依次 为 0.89、0.88、0.84、 


0.84， 这 些 样 品 为 添加 了 SBO、STA、RAF 的 组 ， 相 似 性 系数 均 高 于 对 照 组 。 
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图 3 


15 个 发 酵 液 样品 的 未 加 权 配 对 组 法 聚 类 分 析 


Fig.3 Unweighted pair group method clustering analysis of 15 fermentation broth samples 


2.3.3 


本 试验 对 PCR-DGGE 指纹 图 谱 中 11 4A 
表 4 可 知 , 在 11 个 测序 结果 中 ,与 GenBank 数据 库 中 细菌 的 相似 度 都 在 99% 一 100%。 其 
号 条 带 为 15 个 发 酵 液 样品 的 共 


25.26 


DESI 


Witt PCR-DGGE 指纹 


(Shigella sonnei) . 4 号 条 


producta) . 9 


号 条 带 在 SUC HFE 


{Atal (Klebsiella pneumoniae) 、 


谱 优势 条 带 


序列 


+h] 


IAN 


菊花 迪 


性 、 


RE (Dickeya chrysanthemi) ~ RA REH EI 


Ree PENS AR ir EAT TC. SEA H 


中 12, 20, 


了 条 带 , HAED 7338 38 a EK BA (Enterococcus gallinarum), 


带 仅 在 RAF 组 样品 3-1 中 出 现 ， 其 相似 菌 为 延长 布 劳 特 氏 菌 CBlautia 


fh 1-1、1-2，STA 组 样品 2-1、2-3，RAF 组 所 有 样品 和 SBO 组 样 


im 4-1、4-2 FEIL, 其 相似 菌 为 迪 氏 副 拟 杆菌 (Parabacteroides distasonis) . 28 号 条 带 在 SUC. STA, 


RAF 和 SBO 组 中 出 现 ， 相 似 菌 为 路 氏 


仅 在 试验 组 中 出 现 。 
Table 4 
AR 带 号 
Band 相似 菌 Similar 
num- strain 
bers 
n KASR 
Blautia producta 
迪 氏 副 拟 杆菌 
9 Parabacteroides 
distasonis 


#24 PCR-DGGE RRA 


乳 杆 菌 (Lactobacillus reuteri) 。 


Analysis results of PCR-DGGE gel bands recovery sequence 
相似 度 


登录 号 Acces- 


sion numbers 


NR_113270 


NR 041342 


Similar- 


ity/% 


100 


99 


可 见 ， 条 带 4、9、28 号 条 带 
带 回收 序列 分 析 结果 
分 类 Classification 备注 Note 
Zee cal] Firmicutes 
REA Clostridia RAF 4 3-1 特有 
布 劳 特 氏 菌 属 Blautia 
MIFE] Bacteroidetes SUC 4H 1-1. 1-2, 
拟 杆 菌 纲 Bacteroidia STA 组 2-1、2-3， 
副 拟 杆菌 属 Parabacteroides RAF 组 和 SBO 组 
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179 


180 


181 


182 


183 


184 


12 


15 


17 


20 


22 


25 


26 


28 


29 


2.4 


3538 E ER A 


Enterococcus 


gallinarum 


ETE. 


Lactobacillus 


crispatus 


A XR EAN PEAT 
ld Alistipes fi- 


negoldii 


L ee 


ili 2S be rh (A TR 


Klebsiella pneu- 


moniae 


弗格森 埃 希 氏 菌 
Escherichia fer- 


gusonii 


菊花 迪克 氏 菌 
Dickeya chrysan- 


themi 


RA REA BR 


Shigella sonnei 


路 氏 乳 杆 菌 


Lactobacillus 


reuteri 


PIT 
Klebsiella qua- 


sipneumoniae 


发 酵 液 装具 素 浓 度 、 


NR_104559 


NR_ 119274 


NR_115300 


NR_041750 


NR_074902 


NR_117738 


NR 104826 


NR. 075036 


NR 134062 


99 


99 


99 


99 


100 


99 


99 


100 


100 


TEE 


样 性 指数 呈 极 显著 正 相 关 (70.964, P«0.01) , 


厚 壁 菌 门 Firmicutes 


FIFEN Bacilli 


肠 球 菌 属 Enterococcus 


厚 壁 菌 门 Firmicutes 


芽孢 杆菌 纲 Bacilli 


乳 杆 菌 属 Lactobacillus 


拟 杆菌 门 Bacteroidetes 


拟 杆 菌 纲 Bacteroidia 


ES 


别 样 杆菌 属 Alistipes 


变形 菌 
加 玛 变形 菌 纲 


门 Proteobacteria 


Gammaproteobacteria 


克 雷 1 


9 菌 属 Klebsiella 


变形 菌 


|] Proteobacteria 


加 玛 变形 菌 纲 


Gammaproteobacteria 
埃 希 氏 菌 属 Escherichia 
变形 菌 门 Proteobacteria 


加 


玛 变 形 菌 岗 


Gammaproteobacteria 


迪克 


BEJE bal 


KEJ Dickeya 


门 Proteobacteria 


加 


玛 变形 菌 纲 


Gammaproteobacteria 


H 


厚 壁 


氏 菌 属 Shigella 


WI] Firmicutes 


芽孢 杆菌 纲 Bacilli 


乳 杆 菌 属 Lactobacillus 


变形 菌 
加 


门 Proteobacteria 


玛 变 形 菌 岗 


Gammaproteobacteria 


人 菌 属 Klebsiella 


克 雷 作 


发 酵 参 数 与 菌 群 多 样 性 间 的 相关 关系 
由 表 5 可 知 ， 发 酵 液 乙酸 浓度 与 菌 群 多 村 
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4-1, 4-2 共有 


SUC 组 1-1. 1-3, 

STA #1, RAF 组 ， 

SBO 组 和 对 照 组 5-3 
共有 

SBO 组 4-1、4-3 和 

对 照 组 5-2. 5-3 共 
有 


SUC 组 ，STA 组 ， 
RAF 组 ，SBO 组 和 
对 照 组 5-2. 5-3 共 

有 

< 有 

有 


SUC, STA. RAF 和 
SBO 组 共有 


SUC 组 ，STA 组 ， 

RAF 组 ,SBO 组 4-1、 

4-3 和 对 照 组 5-3 
有 


性 指数 、 丰 富 度 均 呈 正 相 关 ， 其 中 乙酸 浓度 与 菌 群 多 


乙酸 浓度 与 菌 群 丰富 度 呈 显著 了 


P«0.05) ; pH 与 菌 群 均匀 度 呈 显著 正 相 关 (7=0.909, P«0.05) 。 


EE 相关 (7=0.954, 


表 5 发 醇 液 商丘 素 浓度 、 发 酵 参 数 与 肉 仔鸡 盲肠 菌 群 多 样 性 间 的 相关 关系 


Table 5 Correlation of skatole concentration, fermentation parameters and diversity of cecal microbiota in 


fermentation broth of broilers 
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JF! 


185 


186 


187 


188 


189 


190 


191 


192 


193 


194 


195 


196 


197 


198 


199 


200 


201 


202 


203 


204 


项 目 Items 


呵 | 只 Indole/(ng/mL) 


3&3 Skatole/(ng/mL) 
乙酸 Acetate/(mmol/L) 
乳酸 Lactate/(mmol/L) 
pH 


累积 产 气 量 Cumulative gas 


production/mL 


\ 


多 样 性 指数 Shannon-wiener 
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均匀 度 Evenness 丰富 度 Richness 

index 

— 0.228 0.659 — 0.295 
— 0.788 0.866 — 0.845 
0.964** — 0.521 0.954* 
0.143 0.041 0.102 
—0.477 0.909* —0.564 
0.367 — 0.619 0.411 


** 表 示 极 显著 相关 (P<0.01)，* 表 示 显 著 相 关 (P<0.05). 


** means extremely significant correlation (P<0.01), * means significant correlation (P<0.05). 


3 讨 论 


3.1 大 豆 低 聚 糖 及 其 功能 组 分 在 肉 仔 鸡 盲 肠 菌 群 作用 下 对 L-Try 代谢 生成 装具 素 的 影响 
发 酵 底 物 和 微生物 种 类 对 发 酵 过 程 中 产 气量 、 产 气 速 率 及 代谢 产物 都 有 一 定 的 影响 "9。Lan A071 


以 81 日 龄 肉 仔鸡 盲肠 菌 群 为 接种 物 , 体外 发 酵 试验 结果 表明 , 与 SBO fil RAF 相 比 ，STA 具有 较 大 


的 产 气 量 和 产 气 速率 。 本 试验 结果 表明 ，SUC、STA、SBO 组 发 酵 液 24h 累积 产 气量 极 显 著 高 于 对 


照 组 , 但 3 组 间 差 异 不 显著 。 说 明 肉 仔鸡 盲 


BEAT EE, SUC. STA. SBO 均 为 肉 仔 鸡 盲 肠 微生物 很 好 的 碳 源 。 易 中 华 等 "sb 42 


A 


龄 


肠 微生物 能 够 很 好 地 利用 SBO 及 其 功能 组 分 (RAF 除外 ) 


肉 仔鸡 盲肠 


内 容 物 为 菌 源 ， 体 外 发 酵 RAF. STA. REMM EGR SHE, BERRA EATS BT ACEP RU EIR, H. 


RAF 发 酵 产 气量 最 大 、 产 气 速率 最 ! 


类 。 本 试验 结果 表明 ，RAF 产 气量 最 小 ， 这 可 能 与 本 试验 中 添加 


T L-Ty 有 关 ， 由 于 蛋白 质 源 的 存在 影响 了 碳水 化 合 物 的 发 酵 。 本 试验 中 ， 在 发 酵 21 h 之 前 ，RAF 


组 的 累积 产 气量 低 于 对 照 组 ， 至 发 酵 24 h 累积 产 气 量 才 超 过 对 照 引 


Li 等 5 报道 ， 添 加 甜菜 粕 和 果 寡 糖 显 


H, WHH RAF 的 发 酵 速 度 较 慢 ， 


造成 前 期 微生物 依赖 L-Try 为 发 酵 底 物 ， 使 Z-Try 降解 增加 ， 进 一 步 使 叫 吹 和 并 内 素 产生 量 增 加 JU 


d RAF 组 叫 唆 的 产量 比 SUC. STA 和 SBO 组 分 别 高 出 220.51, 212.39 和 221.50 ng/mL. 


著 降 低 了 猪 直肠 菌 群 作用 下 Z-Try 培养 液 中 装 臭 素 的 浓度 


和 相对 产 率 。 本 试验 表明 , 添加 SBO 及 其 功能 组 分 显著 降低 了 发 酵 液 装具 素 浓 度 ， 其 降低 效果 由 高 


到 低 依 次 为 SBO、SUC、STA、RAF， 添 加 RAF 对 发 酵 液 呀 吹 浓 度 无 显著 影响 。 说 明 无 论 是 SBO, 


还 是 其 功能 组 分 都 具有 较 好 的 降低 发 酵 液 装具 素 产 量 的 效果 ， 但 RAF 效果 最 差 。3 


发 酵 速 度 慢 ， 导 致 微生物 首 ? 


CR] H 


月 Z-Try， 进 而 导致 其 分 解 产物 的 增加 。 研 究 表明 ， 


11 


要 是 由 于 RAF 
肠 道 微生物 的 生 
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230 


231 
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长 代谢 活动 需要 碳水 化 合 物 和 符 白 质 参 与 ， 在 肉 仔 鸡 肠 道 远 端 ， 细 苗 糖 化 发 酵 优先 ， 只 有 当 碳 水 化 
合 物 用 尽 时 ， 腐 败 作用 才 会 出 现 中 。SBO 及 其 功能 组 分 降低 关卡 


微生物 的 能 源 物 质 优先 发 本 ， 进 而 减少 了 旨 
非 可 消化 碳水 化 合 物 (NDC) 在 结肠 中 通 


此 ， 单 胃 动 物 肠 道中 乙酸 、 
以 81 日 龄 肉鸡 盲肠 内 容 物 为 菌 源 ， 体 外 发 本 SBO、 大 豆 水 溶 怕 


结果 表明 SBO 组 发 酵 液 


及 其 功能 组 分 对 发 酵 液 乙 酸 浓度 无 显 
， 细 菌 发 酵 时 所 使 用 的 底 物 会 影 
物 所 产生 的 SCFA 量 会 比 以 碳水 化 合 物 为 基质 的 少 。 


著 影 响 ， 


浓度 和 pH， 对 照 组 的 pH 最 高 ， 对 照 组 和 RAF 组 pH 差异 不 显著 。 由 于 低 pH 环境 


菌 对 L-Try 的 发 酵 ， 


素 浓 度 的 效果 ， 主 要 是 源 于 


其 作为 


增长 ， 减 少 了 腐败 菌 的 滋生 ， 进 而 达到 减少 盖 具 素 产 生 的 效果 。 


菌 源 ， 体 外 发 酵 STA 和 RAF， 测 得 24 h 发 酵 液 乙酸 、 两 


具有 最 高 的 丁 酸 产量 和 最 低 的 pH、 氨氮 浓度 (199.3 mg/L) 。 


响 到 短 链 脂 肪 酸 (SCFA) 的 产量 ， 


因此 减少 了 凑 自 素 的 产生 量 。 
过 微生物 的 发 酵 ， 最 终 产 生 乙 酸 、 丙 酸 和 了 丁 酸 


但 对 照 组 乙酸 浓度 最 低 (10.27 mmol/L) 。 


一 般 以 蛋白 


E 


本 试验 采用 气相 色谱 法 ， 未 检测 到 发 酵 液 中 的 丙 酸 和 丁 酸 ， 易 中 华 等 (以 肉 仔鸡 盲 


3120) 


FURR AL T ES yA LL) EE BE RP, Lan 等 加] 
FE 多 糖 等 四 种 NDC 以 及 STA Fil RAF, 
本 试验 中 SBO 


Macfarlane 


质 为 发 酵 底 


本 试验 中 , 添加 SBO 极 显著 降低 了 发 酵 液 乳 酸 


TARAK 


肠 内 容 物 为 


酸 和 丁 酸 的 摩尔 比例 分 别 为 5.6:2.5:1.9 和 


5.6:2.3:2.1. 说 明 肉 仔鸡 肠 道 微生物 发 酵 碳水 化 合 物 主要 产生 乙酸 和 乳酸 , 而 产生 的 丙 酸 和 丁 酸 极 少 。 
群 组 成 的 影响 


3.2 ”大 豆 低 聚 糖 及 其 功能 组 分 对 体外 条 件 下 肉 仔 鸡 言 肠 菌 


BR 


近年 来 ， 


PCR-DGGE、qPCR、 宏 和 蛋白质 组 学 等 技术 被 广泛 应 月 


为 研究 肉 仔鸡 肠 道 微生物 的 主要 技术 手段 ， 


中 ， 添 加 SBO 及 其 功能 组 分 后 ， 对 发 酵 液 菌 群 多 样 性 指数 无 显 


试验 中 ， 添 加 SBO 及 其 功能 组 分 后 显著 提 


色 度 。 在 体外 培养 体系 中 ， 菌 群 PCR-DGGE 指纹 图 谱 


的 差异 ， 可 能 解释 了 SBO 及 其 功能 组 分 降低 装具 素 产 生 的 原 


菌 分 别 为 延长 布 劳 特 氏 菌 、 迪 氏 副 拟 杆菌 、 路 氏 乳 杆菌 ， 


细菌 的 增殖 降低 呵 哄 、 凑 自 素 的 产生 。 


3.3 发酵 液 装 具 素 浓度 、 发 酵 参数 与 盲肠 菌 群 组 成 的 相关 


已 往 的 研究 大 多 注重 SBO (或 其 前 


rll 


HARE, pH 和 有 机 酸 等 的 影 


高 了 发 酵 液 菌 群 的 丰富 
的 差异 ， 


并 用 于 解释 与 恶 册 化 合 物 生成 
著 影 响 ， 与 修 瑞 "报道 的 结果 


E 


以 及 STA、 


Al. A^. 


关系 分 析 


试验 组 


说 明 添加 SBO 及 其 功 


分 组 分 ) 对 人 或 动物 肠 道 微生物 菌 群 的 影响 ， 


TORIA RE RU 


于 动物 肠 道 菌 群生 态 学 研究 ， 己 成 


本 试验 


Si. [HAN 


，SBO 组 显著 降低 了 发 酵 液 菌 群 的 均 


RAF、SBO 组 与 对 照 组 相似 性 


13 S 


能 组 分 能 


少 


响 ， 有 关 它 们 之 间 相 关 关 系 的 研究 仅见 零星 报道 P423 


E 条 带 ， 相 似 


通过 促进 以 上 


量 文献 涉 及 


。 通 过 研究 


flat aS ax ne SA EB 
ChinaXiv& fERHTI 


232 RRK MRS ES VUE I8] ETE OS OS AS Adan SBO 及 其 功能 组 分 降低 肉 仔鸡 装具 素 、 


233 FIRS ^E AY to ESA DL Til], TPR FT PRPS BC ze To He DU] EYE Wi f d HB HR 


234 POD) Sy AVR Ab ARE L-Try， 结 果 表明 ，pH RSA AIS RAR TOE, df] pH 较 低 的 环 
235 ARTERIE. PRAHA HERR ESI MORIS RR EEE RA. ERE, 42 日 


236 ” 龄 肉 仔鸡 排泄 物 pH 与 盲肠 乳酸 浓度 呈 显 著 负 相关 关系 (y=-0.927) 。 本 研究 表明 ， 添 加 SBO 及 其 


237 ”功能 组 分 极 显 车 影响 肉 仔鸡 体外 发 酵 液 的 乳酸 浓度 和 pH， 其 中 SBO 组 pH 最 低 ， 而 对 照 组 的 pH 最 
238 高。 结合 叫 吹 浓度 、 凑 臭 素 浓 度数 据 分析 ， 与 以 上 报道 基本 一 致 。 另 外 产 气 量 越 高 ， 菌 群 的 发 酵 特 


239 HERI, 越 不 利于 L-Try 降解 产生 吗 唆 。 张 沛 名 研究 表明 ， 肉 仔鸡 肠 道 菌 群 多 样 性 指数 、 丰 富 度 和 总 


240 ，” 菌 数 量 与 羔 具 素 产量 呈 极 显著 正 相 关 ，7 分 别 为 0.748、0.783 和 0.700。 本 研究 表明 ， 发 酵 液 的 乙酸 


) 241 浓度 与 菌 群 多 样 性 指数 呈 极 显著 正 相 关 ， 乙 酸 浓 度 与 菌 群 丰富 度 呈 显著 正 相关 , pH 与 菌 群 均匀 度 呈 


242 ”显著 正 相 关 ， 而 啊 只 和 凑 刁 素 浓度 与 菌 群 结构 无 显著 相关 性 。 因 此 ， 本 试验 中 也 可 能 是 由 于 SBO 及 
功能 组 分 通过 增加 或 降低 茶 些 戎 群 的 数量 来 降低 装具 素 的 产生 ， 待 后 续 试 验 报道 。 另 外 ， 此 结果 


Ow #1 


raul 


否 与 肉 仔鸡 肠 道 内 菌 群 的 变化 一 致 ， 还 需 动物 试验 进一步 验证 。 


T= 244 


245 4 结 论 


246 CD 添加 1% 的 SBO、SUC 和 STA 极 显 著 降 低 了 肉 仔鸡 体外 盲肠 发 酵 液 嘻 唆 浓 度 ， 降 低 幅 度 分 


247 ” 别 为 98.15%、97.72% 和 94.1796; 添加 1% 的 SBO, SUC, STA 和 RAF 显著 降低 了 发 酵 液 状 臭 素 浓 


248 ” 度 ， 降 低 幅 度 分 别 为 79.0496. 71.8896. 70.289651 62.42%. 


= 249 D 添加 1% 的 SBO TARAR T RRRA EESE, 添加 1% 的 SBO 及 其 功能 组 分 显著 提高 了 发 


是 高 了 发 
250 ” 醇 液 菌 群 丰富 度 。SBO 及 其 功能 组 分 促进 了 延长 布 劳 特 氏 菌 、 迪 氏 副 拟 杆 菌 、 路 氏 乳 杆菌 细菌 的 增 


25] H. 
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YANG Guiqin YANG Hang LIU Jizhe LIU Haiying DONG Weiguo ZHU Xin 
(College of Animal Husbandry and Veterinary, Shenyang Agricultural University, Shenyang 110866, Chi- 
na) 
Abstract: The aim of this study was to investigate the effects of soybean oligosaccharide (SBO) and its 
functional components on skatole production and microbiota composition of broilers cecal contents in vitro. 
This experiment used a single-factor completely randomized design, the 42 days of age broiler cecal con- 
tents was used as bacterial source, and the anaerobic culture medium was divided into sterile culture bottles, 
and divided into 5 groups with 3 replicates per group. The control group was added 250 umol/L 
L-tryptophan, sucrose (SUC), stachyose (STA), raffinose (RAF) and SBO groups were supplemented with 
1% SUC, STA, RAF and SBO on the basis of control group, respectively. In addition, each group also had a 
blank control group which L-tryptophan was absent and the other components were the same. Microbial 
suspensions were anaerobically incubated at 39 °C for 24 h using ANKOM RFS gas production system in 
vitro. The results showed as follows: 1) the 24 h cumulative gas production in fermentation broth in SUC, 
STA and SBO groups was significantly higher than that in control and RAF groups (P<0.01). Compared 
with the control group, the indole concentration in fermentation broth in SBO, SUC, and STA groups was 
significantly reduced by 98.15%, 97.72% and 94.17%, respectively (P<0.01), and the skatole concentration 
was significantly reduced by 79.04%, 71.88%, 70.28%, respectively (P<0.05). The lactate concentration in 
fermentation broth in SUC group was significantly higher than that in the other groups (P<0.01), and pH in 
the control group was significantly higher than that in the other groups except for the RAF group (P<0.01). 
2) The microbiota composition in fermentation broth were analyzed by PCR-denatured gradient gel elec- 
trophoresis (DGGE), the results showed that the microbiota evenness in fermentation broth in SBO group 
was significantly lower than that in the control group (P<0.05), and the microbiota richness in SUC, STA, 
RAF and SBO groups was significantly higher than that in control group (P<0.05). The microbiota similar- 
ity in fermentation broth in SBO, STA and RAF groups was higher than that in control group. Three spe- 
cific bands were present only in experimental groups, the similar strain were Blautia producta, Parabac- 
teroides distasonis, and Lactobacillus reuteri, respectively. In conclusion, under the present experimental 


condition, addition 1% SUC, STA, and SBO in broiler cecal contents culture medium significantly de- 
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creases the concentrations of indole and skatole by metabolism of L-tryptophan, improves the microbiota 
richness, and promotes the proliferation of specific bacteria. The effects of skatole reduction are as follows: 
SBO>SUC>STA. 


Key words: skatole; soybean oligosaccharide; cecal microbiota; fermentation in vitro; broilers 


